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Abstrakt:
Nasim tkolem bylo zkoumat poskozeni DNA t¢inkem ionizujiciho zafeni. Vytézek
jednoduchych a dvojnych zlomil v plasmidové DNA pro riizné davky gama zéteni byl zméten
metodou agardzové elektroforézy.

1 Uvod

¢asti bunky. Jeji poSkozeni mize vazné ohrozit cely organismus. V radibiologickém vyzkumu
se Casto pracuje s extrachromozomalni, autoreplikujici se kruhovou DNA, tzv. plasmidem.
Pro tUcely tohoto experimentu byla pouZita plasmidovda DNA pcDNA3, obsahujici 5446
bazovych para (dale jen bp), pBR s 5509 bp a pBS s 3204 bp. Ionizujici zafeni poskozuje
DNA dvéma zptsoby. Pfimym zpiisobem je interakce ionizujici ¢astice s atomem molekuly
DNA, neptimy probihd prostfednictvim produkti radiolyzy vody. Vznikaji tak jednoduché 1
dvojné zlomy fetézce, dochazi k posSkozeni bazi, cross-linky uvniti molekuly nebo mezi DNA
a proteiny. Buiiku tvofi z velké vétSiny voda, a proto v disledku ozéafeni nejcastéji dochazi k



radiolyze vody, jejimZz produktem jsou hydroxylové radikaly. Po ozafeni méni plasmidova
DNA svoji strukturu na kruhovou (v ptipad¢ jednochého zlomu) nebo linearni (v ptipadé
dvojného zlomu), tyto struktury pak v gelu v elektrickém poli razn€ rychle migruji. Cilem
projektu bylo urcit vytézky jednoduchych a dvojnych zlomii plasmidové DNA v zavislosti na
rostouci davce ionizujiciho zafeni.

2 Materialy a metody

e Pouzité chemikalie:
* autokldvovana (sterilizovand) destilovana voda
* plasmidy pcDNA3, pBR a pBS
* 100 mM fostatovy pufr (pH 7,9)
e agarosa
* 50x TAE pufr (pH 8)
* fluorescencni barvivo SYBR Green I
* nanaseci (loading) pufr

e Priprava vzorki:
Pro neposkozenou (dvouvldknovou) DNA plati, ze je-li spektrofotometrem
zméfend optickd hustota rovna jedné, pak je koncentrace DNA rovna 50
mg/ml. Pro kazdy plasmid bylo pfipraveno celkem 8 vzorkli, z toho 6
pouzitych a 2 zalozni. Kazdy vzorek obsahoval 100ng DNA v 10 mM
fosfatového pufru. Konecny objem kazdého vzorku mél byt 10 pl.

pBS pcDNA3 pBR
Plasmid [ pl ] 7,7 20 20
Fosfatovy pufr [ ul ] 10 10 10
Voda [ pl ] 82,3 70 70

* Priprava gelu pro elektroforézu:

1% agarosovy gel v 0,5x TAE pfikryty alobalem byl za stalého michani vaten
dostatecné dlouhou dobu pro rozpusténi agarosy. Do této smési schlazené na
60°C bylo pridano barvivo SYBR Green I v poméru 1:10 000. Po zamezeni
pristupu svétla mohl gel tuhnout v ptipravené forme.

- Ozarovani vzorki “Co:
Vzorky byly ozédfeny y zéafenim za pokojové teploty ve vzdalenosti 0,293 m
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ozafovani pro davku 2 Gy, ktera je rovna 5 minutam a 52 sekundam.
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* Elektroforéza:
Ztuhly gel byl umistén do ldzné 0,5x TAE pufru. Kazdy vzorek obohaceny o 2 pl
nandsSeciho (loading) pufru byl velmi rychle nanesen do jamek v gelu.
Elektrody zapojené ve spravném sméru migrace DNA na gelu byly nastaveny
na napéti 100 V.

* Zobrazeni gelu:
Po Uspésné migraci byl gel vyndan z 1azné a nasledné vyfocen v temné komote na
UV svétle.

3 Vysledky a diskuse
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Z vyse uvedenych grafi je evidentni, Ze s pfibyvajici davkou ozafeni stoupd zarovei
pravdépodobnost poskozeni DNA. Smotand forma je neposkozena DNA, ozafenim vznikaji
jednoduché zlomy a tim tzv. kruhovd DNA. Pii vétSich davkach ozateni pak vznikaji zlomy
dvojné a s nimi linearni forma DNA. U obou vysledk je zietelné, Ze pfi ozafeni vétsi davkou
nez 4 Gy jiz ptevazuje poSkozena DNA nad neposkozenou.

Zajimavym Ukazem je, ze pouze u druhého vzorku, a to az pii hodnoté ozafeni 6 Gy, se
poprvé objevila linearni forma. Autofi predpokladaji, ze tento jev muze byt zplsoben
vychytavacimi latkami pfitomnymi v pufru ktery, jak zndmo, vaze volné radikaly, které
vznikaji pii radiolyze vody.

4 Podékovani

Autofi dékuji piedevsim supervizorce Ing. Viktorii Madhusudhan Stisové, PhD. za vedeni
naseho projektu ke zdarnému konci a Ing. Katetiné Pachnerové Brabcové, PhD. za ozareni.
Déle cht&ji vyjadiit své diky Fakultd jaderné a fyzikalnd inZenyrské CVUT, Oddéleni
dozimetrie zafeni Ustavu jaderné fyziky a v neposledni fadé tymu Tydne védy.



Reference:

[1] BRAY A., LEWIS J., WALTER R.R.: Zdklady bunécné biologie, 2. vydani, Espero
Publishing, s.r.o0., 1998

[2] SAMBROOK J., RUSSELL D.W.: Molecular Cloning, 3. vydani, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2001

[3] HALL E.J., GIACCIA A.J., Radiobiology for the Radiologist, 6. vydani, Lippincott
Williams and Wilkins, 2006



